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Homocysteina (Hcy) w organizmie czlowieka powstaje podczas metabolizmu

metioniny bialkowej dostarczanej w pokarmach. W kom6rce prawie cala Hcy ulega

enzymatycznej remetylacji do metioniny w wyniku dzialania syntazy metioninowej oraz

reakcji transsulfurylacji przy udziale B-syntazy cystationiny (CBS). JeSli reakcje usuwania

homocysteiny zostanq ograniczone, Hcy jest przeksztalcana do tiolaktonu Hcy, kt6ry moze

by(, z powrotem zamieniany na Hcy przezjeden z trzech enzym6w, np. cytoplazmatycznq

hydrolazg bleomycyny (BLMH). N-homocysteinylacja bialek mo2e prowadzii do utraty ich

funkcji, a nawet tworzenia struktur podobnych do amyloidu. Podwylszony poziom Hcy

dotyczy 5-8% populacji. Cig2ka hiperhomocysteinemia (HHcy) jest spowodowana

genetycznym niedoborem enzym6w metabolizmu Hcy, np. CBS, i jest czynnikiem tyzyka

chor6b sercowo-naczyniowych, naczyniowych m6zgu i neurodegeneracyjnych, takich jak

choroba Alzheimera (AD). HHcy moze r6wniez prowadzid do op6znienia umyslowego oraz

skr6cenia czasu Zycia. Enzym CBS ulega ekspresji w m6zgu, wqtrobie i trzustce. Mutacje

w genie CBS, p.I278T oruz p.G307S, prowadzq do substltucji aminokwas6w, ktorc znacznie

obni1ajqaktywnoSci CBS, i podwyZszenia poziomu Hcy we krwi. W badaniach nad skutkami

HHcy wykorzystuje sig modele: mysi z usunigtym genem Cbs oraz transgeniczny myszy,

kt6ry zawiera ludzkie bialko CBS z mt:rtacjq p.I278T. W m6zgu myszy transgenicznych



zidentyfikowano podwyzszony poziom bialka fosfo-t i B-amyloidu oraz zrracz4c4 degeneracjq

neuron6w charaktery sty cznq dla choroby AD.

Wykazano, Ze dlugoSd telomer6w, chroni4cych koirce chromosom6w, jest negatywnie

skorelowana z wiekiem ludzi i uwtza siE jA zabiomarker starzenia sig i glowny wyznacznik

diugoSci Zycia. DtugoSd telomer6w moleby(, powi4zana z senescencjE replikacyjn4 kom6rki.

Do najwaZniejszych marker6w senescencji komorkowej nalezq: interleukina 6 (lL-6),

chemokiny, interleukina 8 (IL-8), bialko chemotaktyczne monocl'tow typu 1 (MCPl),

inhibitor proteazy serynowej aktywatora plazminogenu 1 (PAI-l) oraz inhibitor kinaz

zaleanychod cyklin (p21). DlugoSd telomer6w u ludzi r6wnie2 koreluje zpoziomem mtDNA,

kt6rego nieprawidlowe funkcjonowanie prowadzi do starzenia sig organizmu oraz rozwoju

chor6b takich jak nowotwory.

AD to jedno z najczgstszych schorzefl neurodegeneracyjnych i gl6wna przyczyna

demencji u os6b starszych. Jest zwi1zana z powstawaniem plytek starczych i spl4tk6w

neurofibrylarnych zawieraj4cych B-amyloid i hiperfosforylowane bialko t. W badania nad AD

czgsto wykorzystuje sig modele mysie, kt6re charakteryzuj4 sig bardzo szybk4 akumulacj4

B-amyloidu w m6zgu. W m6zgach pacjent6w z chorob4 Alzheimera aktywnoSi enzymu

BLMH jest znaczqco zredukowana w por6wnaniu do aktywnoSci tego bialka w m6zgach os6b

zdrowych. W literaturze znajduje sig r6wniez doniesienia dotyczEce bialka zawierajqcego

domeng glioksalazow4 4 (GLOD4) w kontekScie choroby Alzheimera i zmian zachodzqcych

w m6zgu - GLOD4 jest czE3ci4 systemu detoksykacji metyloglioksalu w mitochondriach,

kt6ry jest odpowiedzialny m. in. za glikacjg bialek, wfiwarza14c4 ich niewlaSciw4 strukturE.

Rozprawa doktorska mgr Olgi Utyro podejmuje pr6bg wyjaSnienia zwiqzku pomigdzy

dlugoSci4 telomer6w a genotypem z deficytem genu CBS (CB,$/-) i poziomem homocysteiny

u mEZczyzn oraz kobiet w r62nym wieku oraz grupie kontrolnej. Doktorantka postanowila

r6wnie2 zbadac w leukocytach, tkance w4troby oraz m6zgu zalelnoii pomigdzy dtugoSci4

telomer6w a poziomem marker6w senescencji u myszy Cbs-/- i myszy typu dzikiego (WT)

w dw6ch grupach wiekowych. Wykonano r6wnie2 analizg iloSciow4 i jakoSciow4 nowego

wytypowanego markera starzenia sig u ludzi: mRNA i bialka GLOD4 u pacjent6w z AD oraz

w modelach mysich: Cbs-/-, Blmh-/-, AD i WT.

Praca doktorska mgr Olgi Utyro napisana zostala w konwencji klasycznej: liczy l2l
stron, w tym 1 1 stron zajmuje,,'Wstgp", 1 strong ,,Cel pracy", 25 stron ,,Materialy i metody",

42 strony ,,Wyniki", 9 stron ,,Dyskusja" otaz I strong ,,Wnioski". W pracy Autorka
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zamieScila 184 pozycje piSmiennictwa, 32 tabele,20 rycin,2 strony zawierajqce skr6ty oraz 4

zal1czniki.

We ,,Wstgpie" mgr Olga Utyro opisuje budowg oraz metabolizm homocysteiny oraz

jej formy wystgpuj4ce w osoczu krwi obwodowej. Doktorantka szczegSlnie zv,.raca uwagQ na

zjawisko N-homocysteinylacji bialek, kt6re mole skutkowa6 utratq ich funkcji oraz

tworzeniem struktur podobnych do amyloidu. Opisuje przyczyny oraz wplyw

hiperhomocysteinemii na rozw6j chor6b sercowo-naczyniowych, miaadaycy naczyn m6zgu,

chor6b neurodegeneracyjnych takich jak choroba AD. Doktorantka zwraca szczegolnq uwagg

na niedob6r CBS u ludzi oraz powiqzany z tym defektem obraz kliniczny. We wstgpie

scharakteryzowano r6wniez mysi model niedoboru Cbs oraz mysi model transgeniczny

(Tg-1278T) zawierajqcy ludzkie bialko CBS z mutacj4 p.1278T. Ta czgic pracy zawiera

r6wniez charakterystykg oraz opis roli biologicznej telomer6w z naciskiem na ich diugoSi

jako biomarkera starzenia sig. We wstgpie przedstawiono r6wniez mechanizm i markery

senescencji kom6rkowej oraz wplyw mutacji w promotorze genu koduj4cego bialko Klotho

na rozw6j chor6b w modelu mysim. Doktorantka opisala r6wnieZ rolg mtDNA w starzeniu

kom6rkowym. Scharakteryzowala objawy kliniczne, zaburzenia molekularne oraz

klasyfikacje choroby AD. Przedstawila tez model mysi choroby AD, a takile skutki niedoboru

Blmh u myszy oraz scharakteryzowala bialko zawierajqce GLOD4 jako marker rozwoju

choroby AD.

Celem pracy bylo poznanie wplywu zaburzen metabolizmu homocysteiny na proces

starzenra sig i neurodegeneracji w chorobie AD. Doktorantka wykorzystala w badaniach

grupg ludzi z deficytem CBS, grupg kontroln4 oraz modele mysie z niedoborem Cbs, Blmh

model mysi choroby AD oraz WT w celu zbadania

. powiazania dlugoSci telomerow ze stgZeniem homocysteiny oruz genotypem deficytu

CBS w grupie kobiet r mE\czyzn w r6znym wieku oraz grupie kontrolnej,

. dlugoSci telomer6w u myszy Cbs-/-, WT i ich zmiennoSci w leukocytach, tkance

wqtroby i m6zgu w dw6ch grupach wiekowych myszy,

. poziomu wybranych marker6w senescencji u myszy Cbs-/- i myszy WT,

o poziomu mRNA i bialka GLOD4 u ludzi z AD oraz modelach mysich Cbs-/-, Blmh-/-'

AD oraz WT.

Materialy oraz Metody zostaly opisane bardzo starannie, a dokumentacja

przedstawiona w czgsci wynikowej Swiadczy o doskonalej znajomoSci uzl'tych technik
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badawczych. Doktorantka uzyskala bardzo wartoSciowe wyniki, uzupelniaj4ce

dotychczasow4 wiedzg dotycz4c4 wplywu hiperhomocysteinemii na procesy starzenia sig oraz

procesy neurodegeneracyjne w chorobie AD.

Mgr Olga Utyro, wykorzystuj4c DNA uzyskany od pacjent6w z deficytem genotypu

CBS obu plci, DNA grupy kontrolnej oraz iloSciow4 lat'rcuchow4 reakcjg polimerazy,

wykazala,Ze genotyp CBS i HHcy wplywaj4 na dlugoSi telomer6w u kobiet. Wynik ten

wskazuje na nowy locus ludzkiego genomu, wplywaj qcy na dlugo66 telomer6w' Doktorantka,

badaj4c DNA z leukocyt6w krwi obwodowej, tkanki w4troby i m6zgu iloSciowq laricuchow4

reakcj4 polimerazy, oznaczyla dlugoSi telomer6w oraz poziom mDNA u myszy Cbs-/-.

Zaobserwowa\a, Ze myszy Cbs-/- oraz myszy WT wykazuj4 podobn4 dlugoSi telomer6w. Mgr

Olga Utyro wyizolowala RNA z tkanki w4troby i m6zgu myszy Cbs-/- oraz WT i poddala to

RNA reakcji odwrotnej transkryptazy, anastgpnie iloSciowej laficuchowej reakcji polimerazy

i oznaczyla poziom mRNA marker6w senescencji. Doktorantka zaobserwowala, ze genotyp

CDs wplywa na poziom mtDNA oraz poziom marker6w senescencji, szczegolnie w w4trobie

myszy Cbs-/-' W badaniach tych zaobserwowano r6wnie2 powi4zanie genotypu Cbs'L ze

skr6ceniem dlugo6ci Zycia rnyszy, co moglo byd spowodowane zmianq iloSci mtDNA

i podwyzszonym poziomem marker6w senescencji, ale nie skracaniem telomer6w. Mgr Olga

Utyro w swoich badaniach wyizolowala r6wniez bialko z mozgtt pacjentow z AD i m6zg6w

myszy z chorob4 AD oraz m6zg6w myszy Blmh-/- i WT. Nastgpnie scharakteryzowalabialko

GLOD4, wykorzystuj4c dwukierunkow4 elektroforezE w 2elach poliakrylamidowych/ SDS,

western blotting, trawienie bialek oraz identyfikacjg bialek w spektrometrze masowym.

Pozwolilo to Jej zaobserwowa(, oddzialywania migdzy bialkami BLMH a GLOD4 w m6zgu

pacjentow z chorob4 AD i mysim modelu choroby AD.

W czgsci ,,Dyskusja" mgr Olga Utyro umiejgtnie om6wila wyniki wlasnych badafr

w odniesieniu do danych z literatury Swiatowej. Ten fragment dowodzi dojrzaloSci naukowej

Doktorantki.

Pracg zakohczono 5 wnioskami, kt6re sq zwiqzane z celem pracy. PiSmiennictwo jest

obszerne oraz dobrze dobrane. Swiadczy to o bardzo dobrym rozeznanlu Doktorantki

w literaturze dotyczqcej powi4zania hiperhomocysteinemii ze starzeniem oraz rozwojem

zmian neurodegeneracyjnych w chorobie AD.
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W trakcie czytanra pracy nasuwaj4 sig drobne uwagi.

W rozdziale ,,Wstgp" brakuje opisu roli betainy w przemianie homocysteiny do

metioniny. W rozdziale ,,Material ludzki" powinno byi: ,,DNA pacjent6w o genotypie

CBS-/-". W rozdziale,,Wyniki" Rysunek 5.17 oruz Wykres 5.17 s4 oznaczone tymi samymi

numerami. W rozdziale ,,Wnioski" ostatni wniosek powinien zosta( przeredagowany i miei

przypisan4 cyfrg 5. Te drobne uwagi w haden spos6b nie obnizajq wartoSci pracy. Chcialbym

r6wniez podkreSlid, 2e pod wzglgdem edl,torskim praca jest dopracowana i napisana w spos6b

przejrzysty - wszystkie rozdzialy s4 podzielone na niewielkie podrozdzialy, co bardzo

ulatwia czytanie i rozumienie tekstu w rozdzial.ach,,Wyniki" i ,,Dyskusja". Pragnq stwierdzii,

Ze rozprawa doktorska mgr Olgi Utyro podejmuje pr6bg wyjaSnienia mechanizm6w wplywu

hiperhomocysteinemii na procesy neurodegeneracyjne w chorobie AD, co moZe w przyszloSci

pom6c w opracowaniu nastgpnej generacji lekow stosowanych w terapii AD. Wyniki badat'r

przedstawione w pracy zostaly czgsciowo uzyskane podczas wykonywaniazadah badawczych

projektu PRELUDIUM g, realizowanego w Instltucie Chemii Bioorganicznej PAN

w Poznaniu, frnansowanego ze Srodk6w Narodowego Centrum Nauki. Praca jest bardzo

nowatorska, wnosi nieznane i istotne informacje do nauki Swiatowej oraz spelnia wszystkie

wymogi stawiane rozprawom doktorskim. CaloSi pracy Swiadczy o duZej dojrzaloSci

naukowej i wysokich kwalifikacjach naukowych mgr Olgi Utyro'

Zwracam siq do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN

o dopuszczenie mgr Olgi Utyro do dalszych etap6w przewodu doktorskiego' Jednocze6nie

wnioskujq o wyr62nienie PracY.
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